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RESUMEN
Vega y M C A, Figueroa M J V, Rojas R E E, Ramos A J A, Canto A G J. Tec. Pecu. Mex. Vol37 No 11999 pp
13-22. El presente estudio se oriento a verificar en bovinos la posible proteccion cruzada, conferida por cepas de
Babesia bigemina o Babesia bovis derivadas de cultivo in vitro, preparadas como un inmunogeno fresco. Se utilizaron
16 novillos, serologicamente negativos a Babesia spp., procedentes de una zona libre de la garrapata comOO del
ganado. Cuatro animales en carla grupo, fueron inoculados intramuscularmente como sigue: Grupo I, 101° Eritrocitos
no infectados (En); Grupo II, 107 eritrocitos infectados (Ei) con B. bigemina; Grupo III, 107 Ei con B. bovis y Grupo
IV, 107 Ei con B. bovis y 107 Ei con B. bigemina, como in6culo mixto. Cuatro meses despues de la inmunizacion, los
anin1ales fueron traslarlados a una zona endemica de babesiosis. El desaffo se realizo en forma natural, al introducir
el ganado en los potreros infestados con la garrapata Boophilus microplus, sin tratamiento garrapaticida durante
39 dias. El monitoreo de los animales incluyo: observacion de siguos clinicos de la enfermedad, medicion de
temperatura rectal, determinacion del valor del volumen celular aglomerado y la medicion del porciento de
eritrocitos parasitados. AI desaffo se observo que todos los animales se infectaron con ambas especies de Babesia.
Adicionalmente, todos los bovinos pertenecientes al Grupo I, tres del Grupo II y uno del Grupo III, enfermaron
de babesiosis clinica aguda, de forma tal que fue necesario el tratamiento especifico. Otro animal del Grupo III
sufrio hemoglobinuria. Los animales restantes, no padecieron clinicamente la enfermedad, obteniendose una
proteccion de 0, 25, 50, y 100% respectivamente, en contra de cepas de Babesia transmitidas por garrapatas. Estos
resultados muestran que la proteccion cruzada por las cepas de Babesia derivarlas del cultivo, es insuficiente. Se
concluye para obtener una solida inmunidad en bovinos que sean introducidos a una zona de riesgo de babesiosis,
se requerirli administrarambas especies de Babesia derivadas de cultivo in vitro en un inmunogeno combinado.
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INTRODUCCION
La babesiosis bovina es una de las
enfermedades que produce elevadas
perdidas econ6micas a la ganaderia bovina
en las regiones tropicales y subtropicales
del pais (1). La enfermedad se encuentra
ampliamente distribuida en Mexico (2),
tanto en ellitoral del oceano Pacifico como
en los del Golfo de Mexico y el Mar
Caribe, es un importante obstaculo para
la introducci6n de razas mejoradas en
estas areas. Se ha planteado que la
alternativa ideal para el control de la
babesiosis es el uso de metodos
inrnunoprofilacticos (3) .De los diversos
tipos de vacunas que se han estudiado, las
vacunas vivas atenuadas se encuentran
disponibles comercialmente unicamente
en paises como Australia, Argentina,
Colombia, Israel, Uruguay y Venezuela;
mostrando una efectividad aceptable.
En Mexico, se realizaron algunos ensayos
preliminares utilizando una clona irradiada
13 de B. bovis, con la intenci6n de emplearla
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porciento de eritrocitos parasitados (PEP)
en frotis teflidos con el colorante de
Giemsa y por el conteo en fresco de los
eritrocitos totales utilizando un
hemocitometro. Para su traslado, los
cultivos fueron dilufdos 1 :2 0 mas, en
solucion de VyM para ajustar el volumen
sin exceder de 1 mI por dosis. Despues del
envasado en el laboratorio del CENID -
Parasitofogfa Veterinaria en Jiutepec,
Morelos, los inoculos fueron
inmediatamente transportados en
condiciones de refrigeracion a 4 C, hasta
Amazcala, en Queretaro, para su
aplicacion el mismo dfa.
como inmun6geno (4). Actualment~, se
dispone de cepas atenuadas de Babesia
bovis y Babesia bigemina de reducida
virulencia. La clona BOR-l de B. bovis fue
originalmente clonada, irradiada y
mantenida en cultivo in vitro (5); ha sido
aplicada en animales susceptibles y ha
mostrado potencial inmunoprotector (6)
cuando los animales son confrontados bajo
condiciones controladas, con organismos
virulentos de B. bovis. Con relaci6n a B.
bigemina se dispone de una cepa la cual se
ha mantenido en cultivo in vitro por un
numero indefinido de pases (7) y ha
presentado caracteristicas biol6gicas de
reducida virulencia a la inoculaci6n de
animales susceptibles. Ademas, esta cepa
ha inducido protecci6n al desafio con cepas
virulentas de B. bigemina transrnitidas por
garrapatas infectadas (8) o por pases de
sangre infectada (9) y fue denominada
BIS-l.
Sin embargo, se desconoce si la aplicaci6n
de un inmun6geno conteniendo solamente
una especie de las line as de Babesia
atenuadas, derivadas de cultivo in vitro
pudiera conferir. a los bovinos
inmunizados, suficiente protecci6n
cruzada contra la babesiosis clinica,
durante un desafio natural.
MATERIAL y METODOS
Inoculos. Los in6culos fueron preparados
a partir de suspensiones de eritrocitos al
10% v/v en medio de cultivo completo. Se
utilizaron la clona BOR-1 de Babesia bovis
(6) y la cepa BIS-1 de Babesia bigemina
(9), ambas derivadas del cultivo in vitro;
estas fueron mantenidas en el laboratorio
de acuerdo a las metodologias para cultivo
ya publicadas (5,7). La dosis fue
determinada por la observaci6n del
Fase de Inmunizacion de los bovinos. Se
utilizaron 16 novillos de 14 meses de edad,
procedentes de una region libre de
garrapatas en el estado de Chihuahua y
serologicamente negativos a Babesia spp .
por la prueba de Inmunofluorescencia
Indirecta (10). Durante la inmunizacion,
los animales se alojaron en el rancho
"GB" , municipio de Amazcala,
Queretaro, en el altiplano mexicano,
tambien reconocido como libre de la
garrapata transmisora. Los animales se
distribuyeron al azar, en cuatro grupos de
cuatro novillos cada uno. Los animales del
Grupo I fungieron como testigo susceptit;.)
y recibieron, por via intramuscular, 1010
eritrocitos no infectados (En) .Los
animales de los grupos II y III recibieron
un inoculo simple en dosis de 107 eritrocitos
infectados (Ei) , respectivamente de B.
bigemina y B. bovis. Los animales del
Grupo IV recibieron un inoculo combinado
en fresco con dosis de 107 Ei con cada una
de las especies: B. bovis y B. bigemina
(Cuadro 1).
Fase de Desafio en campo. Cuatro meses
post-inmunizacion, el lote de animales
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experimentales fue trasladado al Campo
Experimental Pecuario "La Posta", en
Paso del Toro, Veracruz y liberado
inmediatamente en potreros infestados con
la garrapata Boophilus microplus, sin
aplicar ningun tipo de tratamiento para el
control de esta plaga.
Seguimiento clinico de los animales.
Durante la inmunizacion, as! como en el
desaflo, los animales fueron sujetos a un
seguimiento clinico individual, registrando
diariamente la temperatura rectal (T),
obtencion de sangre por puncion de la vena
caudal para medir el valor del volumen
celular aglomerado (VCA) por el metodo
del microbematocrito ( 11) y obtencion de
sangre de la punta de la cola para la
identificacion directa de los par.Isitos en
frotis tefiidos con colorante de Giemsa; esto
ultimo permitio adem.Is conocer el PEP 0
parasitemia. El seguimiento se continuo
basta los dl as 102 post-inmunizacion y 39
post-introduccion al potrero infestado.
RESULTADOS
Inmunizacion. Durante la fase de
inmunizaci6n se observ6 un incremento en
la temperatura corporal en todos los grupos
(Figura 1). La maxima temperatura
promedio deterrninada en los animales del
grupo II fue de 39.8 C en los dias cinco y
seis post-inmunizaci6n (Pi) .La
temperatura alcanz6 ? 40 C en los animales
del grupo III del dia cinco al ocbo yen los
del grupo IV, los dias cinco y seis Pi. Entre
el dia 10 y el12 Pi se present6 un descenso
en el VCA, el cuallleg6 basta un valor de
26% en el Grupo 11, 32% en el Grupo III y
28% en el Grupo IV. Sin embargo, estos
cambios se consideraron como respuesta
a la inmunizaci6n ocasionada por la
multiplicaci6n in viva de los organismos
inoculados, y no fueron 10 suficientemente
significativos como para requerir
tratamiento especifico. Con 10 cual, se
demuestra asi, la caracteristica de
reducida virulencia de los agentes
inmunizantes.
Desafio. Con respecto al desafio de campo
con aislados virulentos, los datos. de
temperatura corporal y algunos valores
hematol6gicos obtenidos se presentan en
el Cuadro 2.
Todos los animales de los Grupos I y II
presentaron periodos febriles prolongados
en promedio de por 10 menos siete dias,
mientras que los animales de los Grupos
III y IV solamente tuvieron fiebre por
cuatro y tres dias respectivamente.
Todos los animales del grupo I, dos
animales del grupo II y un animal del grupo
111, mostraron decremento en el VCA de
mas del 50% con respecto al valor basal.
Se observa que todos los animales se
infectaron con ambas especies de Babesia,
presentando parasitemia por varios dias
consecutivos, entre 11 y 17 dias post-
desafio (Pd) (Figura 21. En contraste, el
periodo tan prolongado de parasitemia (17
dias) en ausencia de manifestaci6n clinica
aguda de babesiosis en todos los animales
del grupo IV, es una indicaci6n de la
protecci6n conferida a estos por el
inmun6geno mixto.
Clinicamente todos los animales del grupo
I, tres animales del grupo II y un animal
del grupo 111, se mostraron severamente
afectados (Cuadro 3), por 10 que se hizo
necesario aplicar el tratamiento
babesicida, a pesar del cual, murieron dos
animales por babesiosis; uno del Grupo I
6 testigo y otro del Grupo II, al cual se le
inocul6 con el inmun6geno simple de B.
bigemina. Dos animales del Grupo I y dos
del grupo III presentaron hemoglobinuria.
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Cuadro 1. Diseiio Experimental: Todos los animales fueron inoculados el dia 0 y
desafiados por exposicion a garrapatas infestadas, a partir del dia 120.
Cuadro 2. Valores de temperatura corporaly hematologicos durante el desafio de
campo de animales testigo 0 inoculados con Babesia bigemina, Babesia bovis 0 una
combinacion de ambas.
*= Valor basal promedio=34.25%; §=numero de animales; DPI=Dias post-introduccion al potrero.
Cuadro 3. Datos cIinicos* durante el desafio de campo de animales testigo 0
inoculados con Babesia bigemina, Babesia bovis 0 una combinacion de ambas.
* = Numero de animales; §= dias; RIP=Muertos.
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INMUNIDAD CRUZADA EN LA BABESIOSIS BOVINA
Figura 1. Valores observados en los novillos durante la rase de inmunizacion.
.Eritrocitos nonnales abesia bigemina ,$:Babesia bovis
..bigemina + B. hovis
VOLUMEN CELULAR AGWMERADO (%)
10 11 12 13
DIAS POS-VACUNACI0N
20 27 34 42 70 1020 4 5 6 7 8 9
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Figura 2. Desafio de campo de animales inoculados con cepas de Babesia bigemina
y/O Babesia bovis.
A) PARASITEMIA PROMEDIO DE Babesia bovis
B) PARASITEMIA PROMEDIO DE Babesia bigemina
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DISCUSION hemolisis intravascular (12,13), debido a
que esta especie de parisito induce una
mayor fragilidad de los eritrocitos
infectados. Ademis, la hemoglobinuria se
explica porque el sistema de
haptoglobulinas que capturan los restos de
hemoglobina, esta rebasado y esta ultima
atraviesa ficilmente el filtro glomerular.
Similarmente, el hecho de que un bovino
del grupo II, inmunizado solamente con B.
bigemina haya presentado signos nerviosos
se debio a que, al no estar protegido contra
la infeccion por B. bovis de campo, se
indujo el adosamiento al endotelio de los
capilares del cerebro de los eritrocitos
infectados, obstruyendo la circulaci6n y
limitando el acceso a los nutrientes. La
presentaci6n de signos nerviosos causados
por la infecci6n de B. bovis, ha sido
ampliamente documentada (12,13) .
El incremento de temperatura observada
durante la inmunizaci6n en los animales
inoculados ya sea con los inmun6genos
simples 6 mixto, muy probablemente se
debi6 a la reproducci6n del parasito; sin
embargo, el hecho de que los bovinos hayan
rnanifestado fiebre por pocos dias y una
ligera caida del VCA, es indicativo de que
las cepas administradas aun cuando
conservan su infectividad, se comportan
como atenuadas, lo que demuestra su
inocuidad a la dosis empleada. Estos
resultados coinciden con trabajos
realizados en otros estudios con estas cepas
atenuadas derivadas del cultivo in vitro
administrando la misma dosis en forma
fresca, en donde la temperatura se
incrementa ?; 39.5 C solamente en un
animal, aproximadamente al dia cinco,
coincidiendo con la presencia de B.
bigemina en sangre periferica (9), y al dia
siete para el caso de B. bovis, coincidiendo
tambien con su detecci6n en el frotis ( 6) .
Sin embargo era necesario saber si la
administraci6n del inmun6geno simple con
las especies atenuadas de B. bovis o B.
bigemina conferia protecci6n contra cepas
heter61ogas ante un desafio de campo. En
este trabajo se observ6 que, en
comparaci6n con e1100% de protecci6n
conferida contra el desafio de campo con
ambas especies de Babesia por el
inmun6geno combinado, se obtuvo una
protecci6n del 50% en los animales
inoculados con el inmun6geno simple de
B. bovis; y 25% de protecci6n en el grupo
de animales inoculados con el inmun6geno
simple de B. bigemina. Estos resultados
indican, por un lado, que animales
vacunados con cepas atenuadas de B.
bigemina adquieren poca o nula inmunidad
cruzada en contra de cepas de campo de
B. bovis, ya que estas son inoculadas
inicialmente por la larva de la garrapata
Boophilus microplus. Secundariamente,
Con respecto a los resultados obtenidos en
la fase de desafio, qued6 demostrado que
la infestaci6n natural con garrapatas, en
esta zona endemica, acarrea la infecci6n
doble, esto es, en la que participan tanto
Babesia bovis como B. bigemina,
apareciendo cada una de ellas de acuerdo
a su ciclo de t.ransmisi6n.
Con relaci6n a la presentaci6n de
hemoglobinuria, destaca el hecho de que
dos bovinos del Grupo III, inoculados con
el inrnun6geno simple de B. bovis, hayan
presentado hemoglobinuria. Esto se debi6
a que al ocurrir la infecci6n por la cepa de
campo de B. bigemina, contra la cu.11 no
estaban protegidos, se produjo una
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aun cuando protegidos en contra de un
ataque inicial por la inoculaci6n de B. bovis
a traves de la garrapata, los animales
vacunados con cepas de B. bovis derivadas
de cultivo in vitro, no adquieren una
inmunidad 100% efectiva en contra de
cepas virulentas de B. bigemina, las cuales
son transmitidas en el campo por la ninfa
y fase adulta de la garrapata Boophilus
microplus. Por 10 cual se concluye que, dada
la reducida inmunidad cruzada conferida
por los especimenes atenuados de Babesia
vacunales en contra de la especie
heter610ga, la administraci6n en bovinos
susceptibles del inmun6geno combinado,
les permitir.1 a estos adquirir una
protecci6n mayor en contra de cepas
virulentas de campo, de ambas especies
de Babesia.
Si este hubiera sido el caso, se supondria
que, por ejemplo, los animales inoculados
con En, hubiesen demostrado alg(rn efecto
de resistencia. Por el otro lado, si se
argumentase que la resistencia es debida
a una reacci6n inflamatoria no especifica,
como se explicaria que la respuesta de
defensa no haya sido suficiente en los
grupos inmunizados con una sola especie,
en comparaci6n con aquellos animales
inmunizados contra ambas especies, y que
resistieron totalmente la doble infecci6n.
En el presente estudio se observ6 que la
protecci6n estuvo mas asociada a la
inmunoestimulaci6n especifica, que a la
n~ especifica. Ese argumento no es
satisfactorio para el presente experimento.
Por otro lado, se ha informado que
animales inmunizados utilizando la
infeccion controlada 0 fracciones
semipurificadas de B. bigemina, son
capaces de resistir el desafio por B. bovis
(16). El sesgo aparente de ese estudio esti
dado por la interpretacion de los autores
de que un 50% de supervivencia al desafio
es indicativo de resistencia, y denominada
de alto nivel, basados en que los animales
desafiados en forma homologa con B.
bigemina, sobrevivieron tambien en la
misma proporcion. Los mismos autores
manifiestan que sus resultados no
concuerdan con 10 demostrado por Smith
y colaboradores (17), en el que los
animales que resistieron la infeccion de
desafio, habian sido previamente
inmunizados con la misma especie, sin que
se pudiera demostrar algun efecto de
inmunidad cruzada.
Trabajos realizados con anterioridad habian
sugerido que la inmunidad cruzada con
estas especies de protozoarios tiene
variaciones. Se ha insistido que la
protecci6n contra B. bovis, est1i
intimamente asociado a la estimulaci6n
especifica de especie (14). De acuerdo a
los resultados obtenidos en el presente
trabajo, se hace evidente que la respuesta
protectora fue especifica,
independientemente de cu1i1 haya sido el
mecanismo involucrado, ya que los
animales que recibieron como inmun6geno
solamente una especie, fueron
severamente afectados por la otra especie
de protozoario presente y contra la cu1i1
esos animales no estaban protegidos.
Se ha sugerida, para el casa de B. bovis
(15), que el recanacimienta de antigenas
es par la via de la presentacion de
antigenas eritraciticas espurias inducidas
en una reaccion inflamataria inespecifica.
Finalmente, la conclusion del presente
trabajo es que la inrnunidad cruzada que
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against virulent Babesia isolates in the field and in order
to attain full protection, a combined immunogen with
both in vitro attenuated Babesia agents is required.
pudieran inducir los organismos atenuados
de B. bovis y B. bigemina derivados del
cultivo in vitro, no es suficiente para
proteger a los animales contra el desafto
beter6logo, por la especie. Desde el punto
de vista prcictico, la inducci6n de
resistencia en animales que ban de ser
expuestos al desafto natural en zonas
endemic as en Mexico, deberci tomar en
cuenta a ambas especies de Babesia, para
ser realmente efectiva.
KEY WORDS: Babesia bovis, Babesia bigemina, Cross-
immunity, Immunogens.
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